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SAX,]EI]VATTING
I n  d i t  p r o e f s c h r i f t  w o r d e n  e n k e l e  a s p e c t e n  v a n  d e  s t r u c t u u r ,  s y n t h e s e
e n  i n t e r a c t i e s  v a n  c e l w a n d p o l y m e r e n  b i j  M u c o r .  m u c e d o  b e s c h r e v e n .  I n  h e t
e e r s t e  H o o f d s t u k  w o r d e n  e n k e l e  i n l e i d e n d e  b e s c h o u w i n g e n  g e g e v e n  o v e r  c e l -
w a n d e n  e n  c e l w a n d p o l y m e r e n .  I n  h e t  b i j z o n d e r  w o r d t  a a n d a c h t  b e s t e e d  a a n
i n t e r a c t i e s  t u s s e n  c e l w a n d p o l y m e r e n ,  e n  d e  r o l  d i e  d e z e  i n t e r a c t i e s  s p e l e n
b i j  d e  e x t r a c t i e  v a n  c e l w a n d p o l y m e r e n .  I n  H o o f s t u k  2  k o m e n  d e  m e t h o d e n
v o o r  c e l w a n d a n a l y s e s  a a n  d e  o r d e .
U i t  e e n  e e r s t e  a n a l y s e  v a n  d e  c e l w a n d  ( H o o f d s t u k ; )  U t i j k t  d a t  d e  m o n o -
m e r e n  f u c o s e ,  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e ,  g l u c u r o n z u u r ,  g l u c o s a m i n e ,  l . l - a c e t y l g l u c o -
s a m i n e ,  f o s f a a t  e n  a m i n o z u r e n  v o o r k o m e n .  E r  w e r d  e e n  b e g i n  g e m a a k t  m e t
h e t  o n d e r b r e n g e n  v a n  d e z e  m o n o m e r e  c e l w a n d b e s t a n d d e l e n  i n  g r o t e r e  e e n h e d e n
( c e l w a n d p o l y m e r e n )  d o o r  d e  w a n d  m e t  b e h u l p  v a n  l o o g -  e n  z u u r - e x t r a c t i e s  i n
e e n  a a n t a l  f r a c t i e s  t e  v e r d e l e n  e n  d e z e  f r a c t i e s  t e  a n a l y s e r e n .
E e n  l o o g - o p l o s b a a r  g l y c u r o n a n  ( m u c o r a n )  e n  e e n  g l y c u r o n a n  g e ' f s o l e e r d
m e t  l o o g  n a  z u u r  b e h a n d e l  i n g  ( m u c o r i n e z u u r )  w e r d e n  o n d e r s c h e i d e n .  V e r d e r
w e r d e n  g e v o n d e n  z u u r - o p l o s b a r e  ( c h i t o s a n )  e n  n i e t  m e t  z u u r  t e  e x t r a h e r e n
h e x o s a m i  n e - b e v a t t e n d e  p o l  y m e r e n  ( c h  i  t  i  n e )  ,  p o l  y f o s f a a t  e n  e  i w i  t .  D e z e
f r a c t i o n e r i n g s p r o c e d u r e  w e r d  e c h t e r  a l s  n i e t  b e v r e d i g e n d  e r v a r e n  v a n w e g e  d e
o n c o n t r o l e e r b a r e  r e a c t i v i t e i t  v a n  d e  e x t r a c t i e m i d d e l e n .
F r a c t i o n e r i n g e n  v a n  d e  c e l w a n d  m e t  g e c o n c e n t r e e r d e  z o u t o p l o s s i n g e n  o f
m e t  s a l p e t e r i g z u u r  ( d a t  d e  s p e c i f i e k e  d e p o l y m e r i s a t i e  v a n  h e x o s a m i n e -
b e v a t t e n d e  c e l w a n d p o l y r n e r e n  v e r o o r z a a k t )  w a r e n  m e e r  b e l o v e n d  ( H o o f d s t u k  4 ) .
Z o  b l e k e n  e e n  p o l y s a c c h a r i d e  d a t  a l  l e  u r o n z u r e n  e n  n e u t r a l e  s u i k e r s
b e v a t t e ,  e n  e e n  p o l y f o s f a a t  ( o o k  e e n  p o l y a n i o n )  o p  t e  l o s s e n  d o o r  b e h a n d e -
I  i n g  v a n  d e  c e l w a n d e n  m e t  s a l p e t e r i g z u u r  o f  I  i t h i u m c h l o r i d e  ( H o o f d s t u k  4 ) .
D e  s a m e n s t e l  I  i n g  v a n  h e t  g l y c u r o n a n  w e r d  o n d e r z o c h t .  B i j  d i t  o n d e r z o e k
b l e e k  d a t  h e t  m u c o r i n e z u u r  e e n  a r t e f a c t  w a s ,  e n  d u s  g e e n  e c h t  c e l w a n d -
p o l y m e e r ,  d a a r  h e t  o n t s t o n d  d o o r  p a r t i ë l e  z u r e  h y d r o l y s e  v a n  h e t  s a l p e t e r i g -
z u u r -  o f  z o u t - o p l o s b a r e  g l y c u r o n a n .
H e t  g l y c u r o n a n  w a s  i n  d e  w a n d  v i a  i o n - b i n d i n g e n  g e b o n d e n  a a n  h e x o s a m i n e -
b e v a t t e n d e  p o l y m e r e n .  D e z e  c o n c l u s i e  w e r d  g e b a s e e r d  o p  d e  v o l g e n d e
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rp  de  vo lgende
w a a r n e m i n g e n :
l )  B i j  d e p o l y m e r i s a t i e  v a n  h e x o s a m i n e - b e v a t t e n d e  p o l y m e r e n  m e t  s a l p e t e r i g -
z u u r  I o s t e  h e t  g l y c u r o n a n  u i t  d e  w a n d  o p .  H i e r u i t  v o l g t  d a t  h e t  g l y c u r o n a n
a a n  h e x o s a m i n e - b e v a t t e n d e  p o l y m e r e n  w a s  g e b o n d e n .
2 )  m e t  g e c o n c e n t r e e r d e  z o u t - o p l o s s i n g e n  k o n  h e t  g l y c u r o n a n  q u a n t i t a t i e f  u i t
d e  w a n d  w o r d e n  o p g e l o s t .  D i t  w i j s t  o p  i o n o g e n e  b i n d i n g e n .
De s t ruc tuur  van hexosamine-bevat tende ce lwandpo lymeren komt  in  Hoofds tuk
5  a a n  d e  o r d e .  G e c o n s t a t e e r d  w e r d  d a t  v e r d e l i n g  v a n  d e z e  p o l y m e r e n  i n
p o l y ( s l  u c o s a m i n e )  ( c h i  t o s a n )  e n  p o l y ( t l - a c e t y l g l u c o s a m i n e )  ( c h i t i n e )  e e n
o n j u i s t e  v o o r s t e l l i n g  v a n  z a k e n  w a s .  S l e c h t s  e e n  d e e l  v a n  h e t  l ' l - a c e t y l -
g l u c o s a m i n e  ( G l c l l a c )  k w a m  v o o r  a l s  e e n  h o m o p o l y m e e r  ( c h i t i n e ) ;  e e n  a n d e r
d e e l  w a s  c o v a l e n t  g e b o n d e n  a a n  g l u c o s a m i n e  ( C l c l , l )  r e s i d u e n  e n  w e r d  d a a r d o o r
o p l o s b a a r  d o o r  b e h a n d e l  i n g  m e t  s a l p e t e r i g z u u r .  D o o r  p r o n a s e  b e h a n d e l  i n g
v a n  d e  G l c l { a c - b e v a t t e n d e  z o u t - o n o p l o s b a r e  c e l w a n d f r a c t i e  w e r d  e e n  d e r d e
p o l y m e r e  v o r m  v a n  G l c l l a c  a a n g e t o o n d .  D e  p r o n a s e  b e h a n d e l  i n g  v e r o o r z a a k t e
n o c h  o p l o s s e n ,  n o c h  d e a c e t y l a t i e  v a n  h e x o s a m i n e - b e v a t t e n d e  p o l y m e r e n ,  m a a r
g a f  a a n l e i d i n g  t o t  e e n  t o e n a m e  i n  d e  h o e v e e l h e i d  m e t  s a l p e t e r i g z u u r  t e
e x t r a h e r e n ,  G l c l l a c - b e v a t t e n d  m a t e r i a a l .  H i e r u i t  w e r d  a f g e l e i d  d a t  e e n  d e e l
v a n  d e z e  G l c l l a c  r e s i d u e n  a a n  p e p t i d e n  w a s  g e b o n d e n .  D e  a m i n o z u u r - s a m e n s t e l -
I  i n g  v a n  d e z e  p e p t i d e n  w e r d  o n d e r z o c h t .
E v i d e n t i e  v o o r  h o m o p o l y m e r e n  v a n  G l c t l  ( c h i t o s a n )  w e r d  n i e t  g e v o n d e n ;
e v e n m i n  k o n  c o v a l e n t e  b i n d i n g  v a n  G l c l l - b e v a t t e n d e  p o l y m e r e n  a a n  p o l y  ( l l -
a c e t y l g l u c o s a m i n e )  w o r d e n  a a n g e t o o n d .  D e  G l c l l  r e s i d u e n  i n  d e  c e l w a n d
k o m e n  w a a r s c h i j n l  i j k  s a m e n  m e t  e n k e l e  G l c l ' l a c  r e s i d u e n  v o o r  i n  r e l a t i e f
k o r t e  s e g m e n t e n  d i e  w e e r  v e r b o n d e n  z i j n  d o o r  e e n  k e r n  v a n  n i e t - h e x o s a m i n e
m a t e r i a a l .  D e  a a r d  v a n  d e z e  k e r n  i s  o n b e k e n d  g e b l e v e n .
H o o f d s t u k  6  h a n d e l t  o v e r  a s p e c t e n  v a n  d e  s y n t h e s e  v a n  h e x o s a m i n e -
bevat tende ce lwandcomponenten .  Bepaa lde  hexosamine-bevat tende ce lwandf rac-
t i e s  k o n d e n  n i e t  e e r d e r  i n  d e  w a n d  w o r d e n  a a n g e t o o n d  d a n  n a  e e n  b e p a a l d e
g r o e i p e r i o d e .  D i t  v e r a n d e r e n d  o p l o s b a a r h e i d s g e d r a g  w e r d  i n  v e r b a n d  g e b r a c h t
m e t  v e r t a k k i n g  v a n  d e  h y p h e n  t i j d e n s  e n  n a  d i e  g r o e i p e r i o d e .  B i j  o n d e r z o e k
n a a r  d e  s a m e n s t e l  I i n g  v a n  G l c l l a c -  e n  G l c l l - b e v a t t e n d e  v e r b i n d i n g e n ,  d i e  m e t
1 l !
" C - G l c l l a c  t i j d e n s  v e r s c h i l l e n d e  g r o e i p e r i o d e n  w a r e n  g e m e r k t ,  k w a m  e c h t e r
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n a a r  v o r e n  d a t  t i j d e n s  d e  g r o e i  d e  s a m e n s t e l l i n g  v a n  d e z e  v e r b i n d i n g e n
c o n s t a n t  b l e e f .
D e  g e c o n s t a t e e r d e  t o e n a m e  i n  s a l p e t e r i g z u u r - o p l o s b a a r  m a t e r i a a l  t i j d e n s
d e  v e g e t a t i e v e  g r o e i  k o n  d u s  n i e t  h e t  g e v o l g  z i j n  v a n  e e n  v e r a n d e r e n d e
s a m e n s t e l l i n g  v a n  h e t  h e x o s a m i n e - b e v a t t e n d e  d e e l  v a n  d e z e  p o l y r n e r e n .  H e t
b l e e k  d a n  o o k  d a t  i n  s i t u  d e a c e t y l a t i e  v a n  G l c t l a c  r e s i d u e n  a l s  o o r z a a k
v o o r  d e  t o e n a m e  i n  s a l p e t e r i g z u u r - o p l o s b a a r  c e l w a n d m a t e r i a a l  m o e s t  w o r d e n
verb /orpen omdat  de  éénmaal  in  ce lwandpo lymeren ingebouwde acety lg roep
v a n  G l c N a c  b i j  v e r d e r e  g r o e i  b e h o u d e n  b l e e f .
D a a r o m  w e r d  g e p o s t u l e e r d  d a t  b i j  h e t  o n t s t a a n  v a n  z i j t a k k e n  a a n  d e
h y p h e n  v e r b r e k i n g  v a n  d e  c o v a l e n t e  b i n d i n g  t u s s e n  a m i n o z u r e n  e n  d e
N - a c e t y l g r o e p  v a n  b e p a a l d e  h e x o s a m i n y l  r e s i d u e n  i n  d e  s a l p e t e r i g z u u r - o n o p -
l o s b a r e  f r a c t i e  o p t r e e d t .  D i t  k a n  e e n  t o e n a m e  v a n  d e  h o e v e e l h e i d  s a l p e t e r i g -
z u u r - o p l  o s b a a r  c e l w a n d m a t e r  i a a l  v e r k l  a r e n .
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